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A cat vaccine formula 
including at least three 
polynucleotide vaccine valencies 
that each include a plasmid 
containing a cat pathogen valency 
gene capable of being expressed 
in vivo in host cells. Said 
valencies are selected from the 
group which consists of feline 
leukaemia virus, pan leukopenia 
virus, infectious peritonitis virus, 
coryza virus, calicivirus disease 
virus, feline immunodeficiency 
virus and optionally rabies virus. 
Said plasmids include one or 
more genes per valency, and 
said genes are selected from 
the group which consists of env 
and gag for feline leukaemia, 
VP2 for panleukopenia, modified 
S, M and N for infectious 
peritonitis, gB and gD for coryza. 
capsid for calicivirus disease, 
env and gag/pro for feline 
immunodeficiency and G for rabies. 
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(57) Abrlge 

La formulc dc vaccin pour chat comprenant au moins trois valences de vaccin polymicleotidique comprenant chacune un plasmide 
integrant, de maniere a Pexprimer in vivo dans !es cellules hOtes, un gene d'une valence de pathogene de chat, ces valences £tant choisies 
parmi le groupe consistant en virus de la leucemie Kline, vims de la panleucopenie, virus de la peritonite infectieuse, virus du coryza, virus 
de la calicivirose, virus de l'immunodeficence fcline et eventuellement vims de la rage, les plasmides comprenant, pour chaque valence, un 
ou plusieurs des genes choisis parmi le groupe consistant en env et gag pour la leucemie feline, VP2 pour la panleucopenie, S modified M, 
N pour la peritonite infectieuse, gB et gD pour le coryza, capside dout la calicivirose, env et gag/pro pour rimmunodeficience fitline et G 
pour la rage. _ 
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FORMULE DE VACCIN POLTOUCtiEOTIOIQOE FELIN 

La presente invention a trait k une formule de vaccin 
permeccant la vaccination des chats contre un certain nombre de 
5 pathologies. Elle a egalement trait k une methode de 
vaccination correspondante. 

On a d&jk propose par le passe des associations de vaccins 
concre certains virus canins. 

Les associations developp6es jusqu'4 present etaient 

10 realisees k partir de vaccins inactiv6s ou de vaccins vivants 
et eventuellement de melanges de tels vaccins. Leur mise en 
oeuvre pose des probl^mes de compatibilit6 entre valences et de 
stabilite. II faut en effet assurer k la fois la compatibility 
entre les diffdrentes valences de vaccin, que ce soit au plan 

15 des dif ferents antig&nes utilises ou au plan des formulations 
elles-mdmes, notamment dans le cas ou l'on combine k la fois 
des vaccins inactives et des vaccins vivants. II se pose 
egalement le probl&me de la conservation de tels vaccins 
combines et de leur innocuit6 notaxtmvent en presence d' adjuvant. 

20 Ces vaccins sont en general assez codteux. 

, Les demandes de brevet WO-A-90 11092, WO-A-93 19183, WO-A- 
94 21797 et WO-A-95 20660 out fait usage de la technique 
recemment d6velopp£e des vaccins polynucl^otidiques . On sait 
que ces vaccins utilisent un plasrnide apte k exprimer dans les 

25 cellules de l'hdte l'antig£ne ins6r$ dans le plasmide. Toutes 
les voies d' administration ont 6t6 proposes ( intraperitoneal , 
intraveineuse, intrantusculaire, cranscutan6e, intradermique, 
mucosale, etc.). Diff6rents moyens de vaccination peuvent 
egalement Stre utilises, tels que ADN d6pose k la surface de 

30 particules d'or et projet6 de facon k pen^trer dans la peau de 
l'animal (Tang et al, . Nature 356, 152-154, 1992) et les 
injecteurs par jet liquide permettant de transfecter k la fois 
dans la peau, le muscle, les tissus graisseux et les tissus 
mammaires (Furth et al., Analytical Biochemistry, 205, 365-368, 

35 1992) . 

Les vaccins polynucleotidiques peuvent utiliser aussi bien 
des ADN nus que des ADN formules par exemple au sein de 
liposomes ou de lipides cationiques. 

L' invention se propose done de foufnir une formule de 
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vaccin multivalent permettant d' assurer une vaccination contra 
un certain nombre de virus pathog&nes canins . 

Un autre objectif de 1* invention est de fournir une telle 
formula de vaccin associant diff6rentes valences tout en 
5 presentanc cous les crit^res requis de compatibility et de 
stabilite des valences entre elles. 

Un autre objectif de 1' invention est de fournir une telle 
formule de vaccin permettant d'associer diff6rentes valences 
dans un m£me vehicule. 
10 Un autre objectif de 1' invention est de fournir un tel 

vaccin qui soit de mise en oeuvre aisee et peu codteuse. 

Un autre objectif, encore de 1' invention est de fournir 
une methods de vaccination des chats qui permette d'obtenir une 
protection, y compris une protection multivalente, avec un 
15 niveau elev6 d' ef f icacit6 et de longue dur6e, et avec une bonne 
innocuice. 

La presence invention a done pour objet une formule de 
vaccin destine au chat comprenant au mo ins trois valences de 
vaccin polynucl&otidique comprenant chacune un plasmide 
20 integrant, de mani&re i l'exprimer in vivo dans les cellules 
hates, un g6ne d'une valence de pathogtee f41in, ces valences 
etant choisies parmi le groupe consistant en virus de la 
leucemie feline (FeLV) , virus de la panleucopinie (FPV) , virus 
de la peritonite infectious* (FIPV) , virus du coryza (FHV) , 
25 virus de la calicivirose (FCV) , virus de 1' immunodAf icience 
feline (FIV) et Aventuel lament virus de la rage ( rhabdovirus ) , 
les plasmides comprenant, pour chaque valence, un ou plusieurs 
des gtees choisis parmi le groupe consistant en env et gag/pol 
pour la leucemie f61ine, VP2 pour la panleucopinie, S modifi6 
30 (ou S*) et M pour la peritonite infectieuse, gB et gD pour le 
coryza, capside pour la calicivirose, env et gag/pro pour 
1' immunod^f icience filine et G pour la rage. 

Par valence, dans la presente invention, on entend au 
moins un antigfene assurant une protection centre le virus du 
3 5 pathogfene consid6re, la valence pouvant contenir, A titre de 
sous-valence, un ou plusieurs gfcnes naturels ou modifies d'une 
ou plusieurs souches du pathog&ne considers . 

Par g£ne d' agent pathog6ne, on entend non seulement le 
g6ne cornplet, mais aussi les sequences nucl6otidiques 
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duterentes, y compris fragments, conservant la capacita a 
induira une raponse protectrice. La notion de g6ne recouvre les 
sequences nucieotidiques equivalences k celles decrites 
pracisement dans les exemples, c'est-^-dire les sequences 
5 differences mais codant pour la m&ne proteins. Elle recouvre 
aussi les sequences nucieotidiques d'autres souches du 
pathogene considere, assurant une protection croisee ou une 
protection specif ique de souche ou de groupe de souche. Elle 
recouvre encore les sequences nucieotidiques qui ont eta 

10 modifiees pour faciliter 1' expression in vivo par l'animal ho~a 
mais codant pour la meme protAine. 

De preference, la formule de vaccin selon 1' invention 
comprend les valences panleucopenie, coryza et calicivirose. 
On pourra a j outer les valences leucemie feline, 

15 imrounod6f icience feline et/ou pAritonite infectieuse. 

En ce qui concern© la valence coryza, on pr6f$ra mettre 
oeuvre les deux g&nes codant pour gB et gD, dans des plasmides 
diff Srents ou dans un seul et mdma plasmide, ou utiliser l'un 
ou 1' autre de ces g6nes. 

20 Pour la valence leuc&nie feline, on utilise de preference 

les deux gfcnes env et gag/pol int6gr6s dams deux plasmides 
diff 6rents ou dans un seul et mftme plasmide ou le g&ne er. . 
seul ♦ 

Pour la valence immunodif icience feline, on pr6f6rera 
25 utiliser les deux gfenes env at gag/pro dans des plasmides 

dif ferents ou dams un seul et mdma plasmide, ou un seul de ces 

g&nes. De prAf France encore, on utilise la g6ne anv da FeLV-A 

ou les g&nee env de FeLV-A at FeLV-B • 

Pour la valence pAritonite infectieuse, on prAffcre 
30 utiliser 1' ensemble das deux gfenes M et S modi fie dans deux 

plasmides diff Grants ou dans un seul et mftme plasmide, ou l'un 

ou 1' autre de ces gAnes. S sera modifiA pour rendra inactifs 

les epitopes facilitants majeurs, de preference selon 

1' enseignemant de la demande PCT/FR95/01128, 
35 La formula de vaccin selon 1' invention pourra se presenter 

sous un volume de dose compris entre 0,1 et 3 ml et en 

particulier entre 0,5 et 1 ml. 

La dose sera generalement comprise entre .10 ng et 1 tr>g, de 

preference entre 100 ng et 500 \ig ec plus pref erentiellemenc 
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encore encre 1 ]ig et 250 |ig par type de plasmide. 

On utilisera de preference des plasmides nus, simplement 
places dans le vehicule de vaccination qui sera en general de 
L'eau physiologique (NaCl 0,9 %), de 1'eau ultrapure, du tampon 
TE, etc. On peut bien entendu utiliser toutes les formes de 
vaccin polynucleotidique decrites dans l'art anterieur. 

Chaque plasmide comprend un promoteur apte & assurer 
1' expression du g6ne ins6re sous sa dependance dans les 
cellules hotes. II s'agira en general d'un promoteur eucaryote 
fort et en particulier d'un promoteur precoce du 
cytomegalovirus CMV-IE, d'origine humaine ou murine, ou encore 
eventuellement d'une autre origine telle que rat, cochon, 
cobaye. 

De mani6re plus g6n6rale, le promoteur pourra dtre soit 
d'origine virale, soit d'origine cellulaire. Comme promoteur 
viral, on peut citer le promoteur pr6coce ou tardif du virys 
SV40 ou le promoteur LTR du virus du Sarcome de Rous. II peut 
aussi s'agir d'un promoteur du virus dont provient le g6ne, par 
exemple le promoteur propre au g&ne. 

Comme promoteur cellulaire, on peut citer le promoteu- 
d'un gfene du cytosquelette, tel que par exemple le promoter- 
la desmine (Bolmont et al.. Journal of Submicroscopic Cytology 
and Pathology, 1990, 22, 117-122 ; ec ZHENLIN et al., Gene, 
1989, 78, 243-254), ou encore le promoteur de l'actine. 

Lorsque plusieurs gtoes sont pr6sents dans le mfeme 
plasmide, ceuxi-ci peuvent Stre pr6sent6s dans la mime unite de 
transcription ou dans deux unites dif£6rentes. 

La combinaison des diff^rentes valences du vaccin selon 
1' invention peut Stre effectuee, de pr££6rence, par melange de 
plasmides polynucl6otidiques exprimant le ou les antig6na(s) de 
chaque valence , mais on peut dgalement prevoir de faire 
exprimer des antig&nes de plusieurs valences par un m§me 
plasmide. 

L' invention a encore pour objet des formules de vaccin 
monovalent comprenant un ou plusieurs plasmides codant pour un 
ou plusieurs gk *s de l'un des virus ci-dessus, les gfenes etant 
ceux decrits plus haut. En dehors de leur caractere monovalent, 
ces formules peuvent reprendre les caracteristiques enoncees 
plus haut en ce qfui concerne le choix des g6nes, ieurs 
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coiriunaisons. La composition des plasmides, las volumes de 
dose, las doses, etc. 

Les formules de vaccin monovalent peuvent aussi etre 
utilisees (i) pour la preparation d'une forraule de vaccin 
5 poly^/aient tel que decrit plus haut, (Li) £ citre individuel 
contre la pathologie propre, (iii) associees £ un vaccin d'un 
autre type (entier vivant ou inactive, recombinant, sous -unite) 
contre une autre pathologie ou (iv) comme rappel d'un vaccin 
comme decrit ci-apr4s. 

10 La presente invention a en effet encore pour objet 

1' utilisation d'un ou de plusieurs plasmides selon 1' invention 
pour la fabrication d'un vaccin destine k vacciner les chats 
primo-vaccines au moyen d'un premier vaccin classique 
(monovalent ou multi-valent) du type de ceux de 1'art 

15 antirieur, choisi notamment dans la groupe consistant en vaccin 
entier vivant, vaccin entier inactive, vaccin de sous -unite, 
vaccin recombinant, ce premier vaccin prisentant (c' est-i-dire 
contenant ou pouvant exp rimer) le ou les antigfene(s) code(s) 
par le ou les plasmides ou antigfene(s) assurant une protection 

20 croisee. 

De mani&re remarquable, le vaccin polynucleotidique a un 
effet de rappel puissant se traduisant par une amplification de 
la reponse immunitaire et I ' ins t aura t ion d'une immunity de 
longue dur6e. 

25 De mani&re gtoerale, les vaccins de primo-vaccination 

pourront dtre choisis parmi les vaccins commerciaux disponibles 
auprfcs des diffirents producteurs de vaccins v4t6rinaires. 

L ' invention a aussi pour objet un Jeit de vaccination 
regroupant un vaccin de primo-vaccination tel que decrit ci- 

30 dessus et une formula de vaccin selon 1' invention pour le 
rappel, Ella a aussi trait k une formule da vaccin selon 
1' invention accompagnee d'une notice indiquant 1' usage de cette 
formule comme rappel d'une primo-vaccination telle que decrite 
ci-avant . 

3 5 La presente invention a egalement pour objet une mechode 

de vaccination des chats, comprenant 1' administration d'une 
formule de vaccin efficace telle que decrit plus haut. Catta 
methode de vaccination comprend 1' administration d'une ou de 
plusieurs doses de formule de vaccin, ces doses pouvant £tre 
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administrees successivement dans un court laps de temps et/ou 
successivement A des moments eloign6s l*un de 1' autre. 

Les formules de vaccin selon 1' invention pourront etre 
administrees, dans le cadre de cette methode de vaccination, 
5 par les differentes voies d' administration proposees dans I 'art 
anterieur pour La vaccination polynucl6otidique et au moyen des 
techniques d' administration connues. 

L' invention a encore pour objet la methode de vaccination 
consistant a faire une primo-vaccination telle que decrite ci- 
10 dessus et un rappel avec une formule de vaccin selon 
1' invention. 

Dans une forme de mise en oeuvre pr6f6r6e du proced6 selon 
1' invention, on administre dans un premier temps, k 1* animal, 
une dose efficace du vaccin de type classique, notamment 
15 inactive, vivant, att6nue ou recombinant , ou encore un vaccin 
de sous -unite de fa<?on k assurer une primo-vaccination, et, 
apr&s un d61ai de pr6f6rence de 2 k 6 semaines, on assure 
1 'administration du vaccin polyvalent ou monovalent selon 
1 ' invention. 

20 L'efficacit6 de la presentation des antigfenes au syst^me 

immunitaire varie en Eonction des tissus. En particulier, les 
muqueuses de l'arbre respiratoire servent de barri&re & 
1' entr6e des pathogfcnes et sont associ6es k des tissus 
lyrnphoides qui supportent une immunity locale. L' administration 

25 d'un vaccin par contact avec les muqueuses, en particulier 
muqueuses buccale, pharyngee et region bronchique presente un 
int6rftt certain pour la vaccination centre les pathologies 
respiratoires et digestives . 

En consequence, les voies d' administration mucosales font 

30 partie d'un mode d' administration pr6f6r6 pour 1' invention, 
utilisant notamment la nebulisaticm ou spray ou l'eau de 
boisson. Les formules de vaccin et methodes de vaccination 
selon 1' invention pourront Stre appliquees dans ce cadre. 

L' invention concerns aussL La methode de preparation des 

35 formules de vaccin, a savoLr La preparation des valences et 
Leurs meLanges, teLLe cu'eLLe ressort de cette description. 

L* invention va etre maif\tenant decrite plus en detaiLs a 
I'aide de modes de reaLisation de L 1 invention pris en reference 
aux dessins annexes. 
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EXEMPLES 

Exemple 1 : Culture des virus 

Les virus sont cultives sur le systdme cellulaire approprie jusqu'd obtention d'un 
5 effet cytopathique. Les systAmes ceilulaires & utiliser pour chaque virus sont 
bien connus de I'homme du mdtier. Bri&vement, des cellules sensibles au virus 
utilisd, cultivees en milieu minimum essentiel de Eagle (milieu "MEM) ou un 
autre milieu appropri*, sont inoculdes avec la souche virale etudide en utilisant 
une multiplicity d'infection de 1. Les cellules infecttes sont alors incubies & 
10 37°C pendant le temps n6cessaire & r apparition d'un effet cytopathique 
complet (en moyenne 36 heures). 

Exemple 2 : Extraction des AONs gtnomiques viraux: 

Aprds culture, le surnageant et les cellules lysdes sont rdcolties at la totalite de 
15 ta suspension virale est centrifugie A 1000 g pendant 10 minutes A + 4°C 
pour dliminer les debris ceilulaires. Les particules virales sont alors rdcolt6es par 
ultracentrifugation * 400000 g pendant 1 heure & 4- 4°C. Le culot est repris 
dans un volume minimum de tampon (Tris 10 mM, EDTA 1 mM). Cette 
suspension virale concentres est traitde par la proteinase K U 00 pg/ml final) en 
20 presence de sodium dodecyi sulfate (SDS) (0,5% final) pendant 2 heures & 
37 °C. L'ADN viral est ensuite extrait avec un melange de ph6nol/chloroforme, 
puis pr6cipitA avec 2 volumes d'Athanol absolu. AprAs une nuit 4 - 20°C, r AON 
est centrifug* k 10000 g pendant 15 minutes h + 4°C. Le culot d'ADN est 
sechd, puis repris dans un volume minimum d'eau ultrapure st6rile. II peut alors 
25 fttre dig6r6 par des enzymes de restriction. 

Exemple 3 : Isolement des ARNs ginomiques viraux 

Les virus d ARN ont 6t6 purifies selon les techniques bien connues de I'homme 
du mdtier. L'ARN viral genomique de chaque virus a 6t6 ensuite isol§ en 
30 utilisant la technique d'extractton "thiocyanate de guanidium/phenol- 
chloroforrne" dAcrite par P. Chomczynski et N. Sacchi (Anal. Biochem. 1987. 
162. 156-159). 
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Exemple 4 : Techniques de biologie moieculaire 

Toutes les constructions de plasmides ont ete realises en utilisant les 
techniques standards de biologie moieculaire decrites par J. Sambrook et a/. 
[Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2 nd Edition. Cold Spring Harbor 
5 Laboratory. Cold Spring Harbor. New York. 1989). Tous les fragments de 
restriction utilises pour la prdsente invention ont 6te isoies en utilisant le kit 
"Genedean" (BI0101 Inc. La Jolla, CA). 

Exemple 5 : Technique de RT-PCR 

1 0 Des oligonucleotides spdcifiques (comportant £ leurs extremites 5' des sites de 
restriction pour faciliter le clonage des fragments amplifies) ont 6te synthetises 
de telle fapon qu'ils couvrent entiirement les regions codantes des gines 
devant dtre amplifies (voir exemples specif iques). La reaction de transcription 
inverse (RT) et ('amplification en chaTne par polymerase (PCR) ont ete 

1 5 effectuees seton les techniques standards (Sambrook J* er a/. 1 989). Chaque 
reaction de RT-PCR a ete faite avec un couple d'amplimers specif iques et en 
prenant comme matrice I'ARN genomique viral extrait. L'ADN compiementaire 
amplifie a dte extrait au phenol/chloroforme/alcoolisoamylique (25:24:1) avant 
d'etre digere par les enzymes de restriction. 

20 

Exemple 6 : plasmide pVR1012 

Le plasmide pVR1012 (Figure N° 1) a 4te obtenu auprfts de Vical Inc. San 
Diego, CA, USA ? Sa construction a ete decrite dans J. Hartikka ef ah (Human 
Gene Therapy. 1996. 7. 1205*1217). 

25 

Exempla 7 : Construction du plasmide pPB179 (gtne env virus FeLV-A) 
Une reaction de RT-PCR selon la technique de I'exemple 5 a ete realisee avec 
I'ARN genomique du virus de la leucemie feline (FeLV-A) (Souche Glasgow-1) 
(M. Stewart at ah J. Virol. 1986. 58. 825-834), prepare selon la technique de 
30 I'exemple 3, et avec les oligonucleotides suivants: 
PB247 (29 mer) (SEQ ID N° 1) 
5'TTTGTCGACCATGGAAAGTCCAACGCACC 3 f 
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PB249 (28 mer) (SEQ ID N° 2) 
5TTTGGATCCTCATGGTCGGTCCGGATCG 3' 

pour amplifier un fragment de 1947 pb contenant le gene codant pour la 
glycoprotein Env du virus FeLV-A {souche Glasgow- 1 J sous la forme d'un 
5 fragment Sall-BamHL AprAs purification, le produit de RT-PCR a 6t6 digeri par 
Sa/I et BamH\ pour donner un fragment Sall-BamHI de 1935 pb. 
Ce fragment a etd ligaturi avec le vecteur pVR1 01 2 (exemple 6), prSalablement 
dig6r6 avec Saf\ et 8amH\, pour donner le plasmide pPB179 (6804 pb) (Figure 
N° 2). 

10 

Example 8 : Construction du plasmide pPB180 (g&ne env virus FeLV-8) 
Une reaction de RT-PCR selon la technique de I' exemple 5 a it* rdalisee avec 
TARN gdnomrque du virus de ta leucimie filine (sous- type FeLV-B>, prepare - 
selon la technique de ('example 3, et avec les oligonucleotides suivants: 
1 5 PB281 (29 mer) (SEQ ID N° 3) 

5'TTTGTCGACATGGAAGGTCCAACGCACCC 3' 
PB282 (32 mer) (SEQ ID N° 4) 
5TTGGATCCTCATGGTCGGTCCGGATCATATTG 3' 

pour amplifier un fragment de 2005 pb contenant le g&ne codant pour la 
20 glycoprotiine Env du virus FeLV-B (Figure N° 3 et SEQ ID N° 5) sous la forme 
d'un fragment Sall-BamHI. Apr*a purification, le produit de RT-PCR a 6t6 digiri 
par Sa/i et 8amH\ pour donner un fragment Sall-BamHI de 1 995 pb. 
Ce fragment a 4t6 ligaturi avec le vecteur pVR1 01 2 (exemple 6), prAalablement 
digdrt avec Sal\ et BamH\, pour donner le plasmide pPB180 (6863 pb) (Figure 
25 N° 4). 

Exemple 9 : Construction du plasmide pPB181 (gine FeLV gag/poi) 
Une reaction de RT-PCR selon la technique de i'exemple 5 a et6 realisee avec 
TARN gdnomique du virus de la leucimie Wline (sous-type FeLV-A) (Souche 
30 Glasgow- 1), pr6par4 selon la technique de I'exemple 3, et avec les 
oligonucleotides suivants: 
PB283 (33 mer) (SEQ ID N° 6) 
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5TTGTCGACATGTCTGGAGCCTCTAGTGGGACAG 3' 
PB284 {42 mer) (SEQ ID N° 7) 

5'TTGGATCCTTATTTAATTACTGCAGTTCCAAGGAACTCTC 3' 
pour amplifier un fragment de 3049 pb contenant la sequence codant pour ta 
5 proline Gag et la partie 5' de la sequence codant pour la proline Pol du virus 
FeLV-A (souche Glasgow-1) (Figure N° 5 et SEQ ID N° 8) sous la forme d'un 
fragment Sall-BamHI. AprAs purification, le produit de RT-PCR a etS digere par 
Sail et BamH\ pour donner un fragment Sall-BamHI de 3039 pb* 
Ce fragment a 6ti ligature avec le vecteur pVR 101 2 (exempte 6), prealablement 
10 digiri avec Sa(\ et 8amH\ t pour donner le plasmide pP8l81 (7908 pb) {Figure 
N° 6). 

Exemple 10 : Construction du plasmide pAB009 (g*ne FPV VP2) 
Une reaction de PCR a St4 rdalisde avec I'ADN g6nomique du virus de la 
15 panleucop6nte feline (Souche 193) (J. Martyn at al. J. Gen. Virol. 1990. 71. 
2747-2753). prdpar* selon la technique de I'exempte 2, et avec las 
oligonucleotides suivants; 
AB021 (34 mer) (SEQ ID N° 9) 

5TGCTCTAGAGCAATGAGTGATGGAGCAGTTCAAC 3' 
20 AB024 (33 mer) (SEQ ID N° 10) 

5'CGCGGATCCATTAATATAATTTTCTAGGTGCTA 3' 

pour amplifier un fragment do 1776 pb contenant la g*ne codant pour la 

proline de capsida VP2 du FPV. Aprfca purification, le produit de PCR a 6t6 

dig4r4 par Xba\ et fiemHI pour donner un fragment Xbal-BamHI de 1 784 pb. 
25 Ce fragment a M ligatur* avec la vecteur pVR 101 2 (exemple 6), prdalablement 

digdri avec Xba\ et 8amH\, pour donner le plasmide pAB009 (6664 pb) (Figure 

N° 7). 

Exemple 1 1 : Construction du plasmide pA8053 (g*ne FIPV S*) 
30 Une reaction de RT-PCR selon ta technique de I'exemple 5 a et$ realisee avec 
TARN ginomique du virus de la perttonite infectieuse teline (PiF) (Souche 79- 
1 146) (R. de Groot at al. J. Gen. ViroL 1987. 68. 2639-2646). prepar* selon 
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la technique de I'exemple 3, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB103 (38 mer) (SEQ ID N° 11) 

5'ATAAGAATGCGGCCGCATGATTGTGCTCGTAACTTGCC 3' 
AB1 1 2 (25 mer) (SEQ ID N° 1 2) 
5 5'CGTACATGTGGAATTCCACTGGTTG 3' 

pour amplifier la sequence de la partie 5' du gAne codant pour la glycoprot&ne 
S du virus sous la forme d'un fragment Notl-EcoRI. Aprfcs purification, le produit 
de RT-PCR de 492 pb a ete digdre par Not\ et fcoRI pour libdrer un f ragmen. 
Notl-EcoRI de 467 pb (fragment A). 
1 0 Le plasmide pJCA089 (Demands de brevet PCT/FR95/01 1 28) a 6x6 digdr* par 
£coR( et Spei pour libirer un fragment de 3378 pb contenant la partie centrale 
du gine codant pour la glycoproteins S modiftee du virus de la PIF (fragment 
BL 

Une reaction de RT-PCR selon la technique de I'exemple 5 a 6x6 r6alis6e avec 
15 TARN gdnomique du virus de la PIF (Souche 79-1146), pr§par* selon la 

technique de I'exemple 3, et avec les oligonucleotides suivants: 

AB113 (25 mer) (SEQ ID N° 13) 

5 # AGAGTTGCAACTAGTTCTGATTTTG 3' 

AB104 (37 mer) (SEQ ID N° 14) 
20 S'ATAAGAATGCGGCCGCTTAGTGGACATGCACTTTTTC 3' 

pour amplifier la sequence de la partie 3' du gine codant pour la glycoprotiine 

S du virus de la PIF sous la forme d'un fragment Spel-Notl. AprAs purification, 

le produit de RT-PCR de 543 pb a 6x6 dig4r4 par Spel et Not\ pour libirer un 

fragment Spel-Notl de 519 pb {fragment C). 
25 Les fragments A, B et C ont ensuite 6t6 ligatures ensemble dans le vecteur 

pVR1 01 2 (exemple 6), pr6alablement digiri par Not\ t pour donner (e plasmide 

pAB053 {9282 pb), qui contient le g&ne S modifi* dans la bonne orientation par 

rapport au promoteur (Figure N° 8). 

30 Exempts 12 : Construction du plasmide pAB052 (gine FIPV M) 

Une reaction de RT-PCR selon la technique de i'exemple 5 a ete realisee avec 
TARN ginomique du virus de la pdritonite infectieuse. feline- (PIF) (Souche 79- 
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1146) (H. Vennema et ai. Virology. 1991. 181. 327-335), prepare selon la 
technique de I'exemple 3, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB101 (37 mer) (SEQ ID N° 15) 

5'ACGCGTCGACCCACCATGAAGTACATTTTGCTAATAC 3' 
5 AB102 (36 mer) [SEQ IO N° 16) 

5'CGCGGATCCTTACACCATATGTAATAATTTTTCATG 3' 
en vue d'isoler precisement le gine codant pour la glycoprotein© M du virus de 
la PIF sous la forme d'un fragment Sall-BamHL Apris purification, le produitde 
RT-PCR de 812 pb a 6t6 diger* par Sail et BamHl pour libArer un fragment Sail- 
1 0 BamHl de 799 pb. Ce fragment a ensuite $t* ligatur* dans le vecteur pVRI 01 2 
(example 6), prialablement digdr$ par Sat) et BamH\ t pour donner le plasmide 
PAB052 (5668 pb) (Figure N° 9). 

Exemple 13 : Construction du plasmide pAB0S6 (g*ne FIPV N) 
1 5 Una reaction de RT-PCR selon la technique de I'exemple 5 a 6t6 r6ali$6e avec 
TARN gdnomique du virus de la ptritonite infectieuse filine (PIF) (Souche 79- 
1146) (H. Vennema era/. Virology. 1991. 181. 327-335), pripari selon la 
technique de I'exemple 3 # et avec lee oligonucleotides suivants: 
AB106 (35 mer) (SEQ ID N° 17) 
20 5'ACGCGTCGACGCCATGGCCACACAGGGACAACGCG 3' 
AB107 (38 mer) (SEQ ID N° 18) 

5XGCGGATCCTTAGTTCGTAACCTCATCAATCATCTC 3' 
en vue d'isoler prAcisdment le g*ne codant pour la protAine N du virus de la PIF 
sous la forme d'un fragment Sall-BamHI. Aprfts purification, la produit de RT- 
25 PGR de 1 156 pb a iti digiri par Sa/\ et BamHl pour libdrer un fragment Sail- 
BamHl de 1143 pb. Ce fragment a ensuite 6t6 iigatur* dans le vecteur 
pVR1 01 2 (exemple 6), prAaiablement dig6r* par SaA et flamHI, pour donner le 
plasmide pAB056 (601 1 pb) (Figure N° 10). 

30 Exemple 14 : Construction du plasmide pAB028 (gine FHV gB) 

Una reaction de PCR a et* realist avec I'ADN genomique de r herpesvirus felin 
(FHV-1) (Souche C27) (S, Spatz et ah Virology, 1993. 197. 1 25-36), prepare 

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 98/03660 



PCT/FR97/01315 



15 

selon la technique de I'exemple 2, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB061 (36 mer} (SEQ ID N° 19) 

5'AAAACTGCAQAATCATGTCCACTCGTGGCGATCTTG 3' 
AB064 (40 mer) (SEQ ID N° 20) 

5 5'ATAAGAATGCGGCCGCTTAGACAAGATTTGTTTCAGTATC 3 # 

pour amplifier un fragment de 2856 pb contenant le g6ne codant pour (a 
glycoprotdine gB du virus FHV-1 sous la forme d'un fragment Pstl-Notl. Apris 
purification, le produit de PCR a 6t6 dig$r6 par Psrl et Not\ pour donner un 
fragment Pstl-Notl de 2823 pb. 
1 0 Ce fragment a 6 \6 ligaturi avec le vecteur pVR 1 0 1 2 (exemple 6) , prealablement 
4\g6r6 avec Pst\ et Notl, pour donner le plasmide pAB028 (7720 pb) (Figure N° 

11) . 

Exemple 1 5 : Construction du plasmide pAB029 (gine FH V gD) 
1 5 Une reaction de PCR a 6t6 r6alis6e avec I'ADN gdnomique de ('herpesvirus felin 
(FHV-1) (Souche C-27) (S, Spatt eta/. J, Gen. Virol. 1994. 75. 1235-1244), 
pr6par6 selon la technique de I'exemple 2, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB065 (36 mer) (SEQ 10 N° 21) 

5'AAAACTGCAGCCAATGATGACACGTCTACATTTTTG 3' 
20 AB066 (33 mer) (SEQ ID N° 22) 

5'GGAAGATCTTTAAGGATGGTGAGTTGTATGTAT 3' 

pour amplifier la gine codant pour la glycoprotiine gD du virus FHV-1 sous la 
forme d'un fragment Pstf-8glll. Aprfts purification, le produit PCR da 1 147 pb 
a 6t6 diglr* par Psti et Bgl\\ pour isoler un fragment Pstl-Bgill de 1 1 29 pb. Ce 
25 fragment a 6x6 ligatur* avec le vecteur pVR1012 (exemple 6), pr6alablement 
diger$ avec Pst\ et BglU, pour donner le plasmide pAB029 (5982 pb) (Figure N° 

12) . 

Exemple 16 : Construction du plasmide pAB010 (gine FCV C) 
30 Une reaction da RT-PCR selon la technique de I'exemple 5 a etd realis^e avec 
I'ARN gSnomique du calicivirus Wlin (FCV) (Souche F9) (M. Carter et at. 
Virology. 1992. 190. 443-448), prepar* selon la technique de t'exempte 3, et 
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avec les oligonucleotides suivants: 
AB025 (33 mer) (SEQ ID N° 23) 

5'ACGCGTCGACGCATGTGCTCAACCTGCGCTAAC 3' 
AB026 (31 mer) (SEQ ID N° 24) 
5 5'CGCGGATCCTCATAACTTAGTCATGGGACTC 3' 

pour isoler le g&ne codant pour la proteine de capside du virus FCV sous la 
forme d'un fragment Sall-BamHI. Aprts purification, le produitde RT-PCR de 
2042 pb a et6 digerd par Sa/l et flam HI pour isoler un fragment Sall-BamHI de 
2029 pb. Ce fragment a 6x6 ligaturd avec le vecteur pVR1012 (exemple 6), 
10 prdalablement digAr* avec Sa/\ et flamHI, pour donner le plasmide pAB010 
(6892 pb) (Figure N° 13). 

Exemple 1 7 : Construction du plasmide pAB030 (g&n* FIV env) 

Une reaction de RT-PCR selon la technique de ('exemple 5 a 6x6 rialisee avec 
1 5 r ARN gdnomtque du virus de l'immunod6ficience filine (FIV) {Souche Petaluma) 
(R. Olmsted etaL Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1989. 86. 8088-8096.), prftpar* 
selon la technique de 1' exemple 3, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB067 (36 mer) (SEQ ID N° 25) 

5'AAAACTGCAGAAGGAATGGCAGAAGGATTTGCAGCC 3' 

20 AB070 (36 mer) (SEQ ID N* 26) 

5XGCGGATCCTCATTCCTCCTCTTTTTCAGACATGCC 3' 
pour amplifier un fragment de 2592 pb contenant le gdne codant pour la 
glycoprotein* Env du virus FIV (souche Petaluma) sous la forme d'un fragment 
Pstl-BamHI. Aprts purification, le produit de RT-PCR a 6x6 digdr* par P$t\ et 

25 flarnHI pour donner un fragment Pstl-8amHI de 2575 pb. 

Ce fragment a 6x6 ligatur* avec le vecteur pVR1 01 2 (exemple 6) f prialablement 
6\g6t6 avec Psti et flemHI, pour donner le plasmide pAB030 (7436 pb) (Figure 
N° 14). 

30 Exemple 18 : Construction du plasmide pA6083 (gdne FIV gag/pro) 

Une r6action de RT-PCR selon la technique de I' exemple 5 a 6x6 realisee avec 
I' ARN ggnomique du virus de I'immunodificience feline (FIV) (Souche Petaluma) 
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{R. Olmsted efa/. Proc. Natl. Acad. Sci, USA. 1989. 86. 8088-8096.), pr6pare 
selon la technique de I'exemple 3. et avec les oligonucleotides suivants: 
AB154 (32 mer) (SEQ ID N° 27) 
5'ACGCGTCGACATGGGGAATGGACAGGGGCGAG 3' 
5 AB155 (33 mer) (SEQ ID N° 28) 

5'TGAAGATCTTCACTCATCCCCTTCAGGAAGAGC 3 # 

pour amplifier un fragment de 4635 pb contenant le g&ne codant pour les 
prolines Gag et Pro du virus FIV (souche Petaluma) sous la forme d'un 
fragment Sall-Bgtll . Aprds purification, le produit de RT-PCR a 6t6 digdre par Sail 
1 0 et Bgf\\ pour donner un fragment Sall-Bglll de 4622 pb. 

Ce fragment a 6t6 ligature avec le vecteur pVR 101 2 fexemple 6), pr$alablement 
d\g6ci avec San etBgfil, pour donner le plasmide pAB083 (7436 pb) (Figure N° 
15). 

1 5 Example 19 : Construction du plasmide pAB041 (g&ne G du virus de la rage) 
Una reaction RT-PCR selon la technique de I'exemple 5 a 6ii realises avec 
TARN ginomique du virus de la rage (Souche ERA) (A. Anilionis era/. Nature* 
1981. 294. 275-278), pr6par6 selon la technique de I'exemple 3 r et avec les 
oligonucleotides suivants: 

20 AB01 1 (33 mer) (SEQ ID.N° 29) 

5'AAAACTGCAGAGATGGTTCCTCAGGCTCTCCTG 3' 

AB012 (34 mer) (SEQ ID N° 30) 

5'CGCGGATCCTCACAGTCTGGTCTCACCCCCACTC 3' 

pour amplifier un fragment de 1589 pb contenant le gdne codant pour la 

25 glycoprotein© G du virus de la rage. Apr*a purification, le produit de RT-PCR a 
6t6 dig4r6 par Psri et flamHI pour donner un fragment Pstl-BamHI de 1 578 pb* 
Ce fragment a 6t6 ligaturG avec le vecteur pVRl 01 2 (exemple 6) f pr^aiablement 
dig$rd avec Psft et BamHl pour donner le plasmide pAB041 (6437 pb) (Figure 
N° 16). 

30 

Exemple 20 : Production et purification des plasmides 

Pour la preparation des plasmides destines & la vaccination des animaux, on 
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peut uriliser toute technique permettant d'obtenir une suspension de plasmides 
purifies majoritairement sous forme superenroutee. Ces techniques sont bien 
connues de i'homme de Tart. On peut citer en particulier la technique de lyse 
alcaiine suivie de deux ultracentrifugations successives sur gradient de chlorure 
5 de cesium en presence de bromure d'6thidium telle que dScrite dans J. 
Sambrook at aL (Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2 nd Edition. Cold 
Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor. New York. 1989), On peut se 
rSterer Sgalement aux demandes de brevet PCT WO 95/21250 et PCT WC 
96/02658 qui decrivent des methodes pour produire k l'6chelle industrielle des 
10 plasmides utilisables pour la vaccination. Pour las besoins de (a fabrication dee 
vaccins (voir example 1 7), les plasmides purifies sont resuspendus de manidre 
k obtentr des solutions k haute concentration ( > 2 mg/ml) compatibles avec 
fe stockage. Pour ce faire, les plasmides sont resuspendus soit en eau uttrapure, 
soit en tampon TE (Tris-HCl 10 mM; EDTA 1 mM, pH 8,0). 

1 5 

Exemple 21 : Fabrication des vaccina assoctis 

Les divers plasmides nScessaires k la fabrication d'un vaccin associe sont 
melanges k parti r de leurs solutions concentres (example 16). Les melanges 
sont r£ali$6s de telle manure que la concentration finale de chaque plasrr 
20 corresponde k la dose efficace de chaque plasmide. Les solutions utilisables 
pour ajuster la concentration finale du vaccin peuvent dtre soit une solution 
NACl 4 0,9 % , soit du tampon PBS. 

Des formulations particulidres telles que les liposomes, les lipides cationiques, 
peuvent ausst 4tre mises en oeuvre pour la fabrication des vaccins. 

25 

Example 22 : Vaccination des chats 

Les chats sont vaccines avec des doses de 10 //g, 50 jug ou 250 //g par 
plasmide. 

Les injections sont realisees k I'aiguille par voie intramusculaire. Dans ce cas, 
30 les doses vaccinates sont administrdes sous un volume de 1 ml. 

Les injections peuvent aussi etre r6alisdes k I'aiguille par voie intradermique. 
Dans ce cas, les doses vaccinales .sont administries sous un volume total de 
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1 ml administre en 10 points cle 0,1 ml ou en 20 points de 0,05 mL Les 
administrations intradermiques sont realises apris avoir ras6 la peau (flanc 
thoracique en general) ou bien au niveau d'une region anatomique relativement 
glabre, par exemple la face interne de la cuisse. 
5 On peut aussi utiliser un appareil d' injection & jet liquide (sans aiguille) pour les 
injections intradermiques. 
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L. Formule de vaccin destine au chat comprenant au moins 
trois valences de vaccin polynucleotidique comprenant chacune 
5 un plasmide integrant, de manifcre &> 1'exprimer in vivo dans les 
cellules hdtes, un gfene d'une valence de pathog6ne felin, ces 
valences etant choisies parmi le groupe consistant en virus de 
la leucemie feline, virus de la panleucopenie, virus de la 
peritonits infectieuse, virus du coryza, virus de la 

10 calicivirose. virus de 1 ' immunodAf icience filine et 
eventuellement virus de la rage, les plasmides comprenant, pour 
chaque valence, un ou plusieurs des g&nes choisis parmi le 
groupe consistant en env et gag pour la leucemie C&line, ^/P2 
pour la panleucopenie, S modifi6 et M pour la piritonite 

15 infectieuse, gB et gD pour le coryza, capside pour la 
calicivirose, env et gag/pro pour 1' immunod^f icience feline $t 
G pour la rage. 

2. Formule de vaccin selon la revendication 1, 
caracterisee en ce qu'il comporte les valences panleucopenie, 

20 coryza et calicivirose • 

3. Formule de vaccin selon la revendication 1 ou 2, 
caracterisee en ce qu'elle cotnprend les gfcnes gB et gD du virus 
coryza, dans le mdme plasmide ou dans des plasmides different*, 
ou un seul de ces g&nes. 

25 4. Fonrtule selon la revendication 1, caracterisee en ce 

qu'elle cotttprend les gtoes env et gag du virus de la leucemie 
feline, dans le mdme plasmide ou dans des plasmides diff drents, 
ou le g&na env seul. 

5. Formule de vaccin selon la revendication 1. 
30 caract6ris6e en ce qu'elle comprend les deux gfcnes env et 

gag/pro dans des plasmides diff6rents ou dans le mftme plasmide, 
ou un seul de ces g&nes. 

6. Formule de vaccin selon la revendication 1 ou 2, 
caracterisee en ce qu'elle comprend le gfcne M ou le gfene S 

3 5 modifie dans un plasmide ou 1' ensemble des g6nes codant pour M 
et S modifie dans le m&ne plasmide ou dans des plasmides 
dif f erents . 

7. Formule de vaccin selon 1 * una . quelconque des 
revendications 1 k 6, caracterisee en ce qu'elle comprend de 10 
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ng 4 1 mg, de preference de 100 ng 4 500 \xq t plus 
preferentiellement encore de 1 \iq 4 250 \ig de chaque plasniide. 

8. Utilisation d'un ou de plusieurs plasmides tels que 
decrits dans 1'une quelconque des revendications 14 7, pour la 

5 fabrication d'un vaccin destin6 4 vacciner les chats primo- 
vaccinas au moyen d'un premier vaccin choisi dans le groupe 
consistant en vaccin entier vivant, vaccin entier inactive, 
vaccin de sous-unit6, vaccin recombinant, ce premier vaccin 
pr6sentant le ou les antigfcnes cod4s par le ou les plasmides ou 
10 antigfenes assurant uno protection croisAe. 

9. Kit de vaccination pour chat regroupant une formule de 
vaccin selon l'une quelconque des revendications 1 4 8 et un 
vaccin pour chat choisi dans le groupe consistant en vaccin 
entier vivant, vaccin entier inactive, vaccin de sous-unit6, 

15 vaccin recombinant, ce premier vaccin pr6sentant I'antig&ne 
cod£ par le vaccin polynucldotidique ou un antigfcne assurant 
une protection crois6e, pour une administration de ce dernier 
en primo-vaccination et pour un rappel avec la formule de 
vaccin. 

20 10. Formule de vaccin selon l'une quelconque des 

revendications 14 8, accompagn6e d'une notice indiquant que 
cette formule est utilisable en rappel d'un premier vaccin pour 
chat choisi dans le groupe consistant en vaccin entier vivant, 
vaccin entier inactiv4 # vaccin de sous-unit£, vaccin 

25 recombinant, ce premier vaccin pr6sentant I'antig&ne cod* par 
le vaccin polynucl^otidique ou un antigfcne assurant une 
protection croisAe. 

30 
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I ATC-GAAGGTCCAACGCACCCAAAACCCTCTAAAGATAAGACTTTCTCGTCGGACCTAATGATT 
L* M«tGluGlyProThrHitProOy*ProS«rLy«A. B pLy«ThrPhoS«rTtpA»pLouM9t tie 

5A C7GCTGGGGGTCTTACTAAGACTGGACGTGGGAATGGCCAATCCTAGTCCGCACCAAATATAT 
22* LeuValGlyValL6uL«uArgL«uA*pV&lGlyM«eAlaAanPraS«rProHi«CXEiIlaTyr 

12 7 AATGTAACTTGGACAATAACCAACCTTGTAACTGGAAC AAAGGCTAATGCCACCTCCATGTTG 
43* A»nV*lThrtrpThrIl«THrA«nL«uValThr01yThrI#y»AlaA»nAlAThrS«rM«tI,«u 

190 GGAACCCTGACAGACGCCTTCCCTACCATGTATTTTGACTTATGTGATATAATAGGAAATACA 
64* QlyThrL«uThrA«pAlAPh«ProThrM«tTyrPh«A«pI,«uCy»A»pIl«Il«ClyA*nThr 

253 TGGAACCCTTCAGATCAAGAACCATTCCCAGGGTATGGATGTGATCAGCCTATGAGGAGGTGG 
35* TrpAanProS«rAapGXnGXuProph«ProQXyTyvGXyCyMA»pGXnProM«tArg&rgTrp 

3 16 CGACAG AGAAAC AC ACCCTTTTATGTCTGTCC AGGACATGCCAACCGGAAGCAATGTGGGGGG 
106* ArgGlnArgAanThrProPhaTyrValCysProOXyHiaAXiAanArgLysaXnCysoXyOly 

379 CCACAGGATGGGTTCTGCGCTGTATGGGGTTGCGAGACCACCGGGGAAACCTATTGGAGACCC 
127* ProGlnAapCXyPhaCyaAXaVaXTrpOXycyaOXuThrThrOXyOXuThrTyrTrpArgPro 

442 ACCTCCTCATGGGACTACATCACAGTAAAAAAAGGGGTTACTCAGGGAATATATCAATGTAGT 
148* ThrS«rS«rTrpA#pTyrIl*ThrVAlLy»Ly«OXyValThr01n01yIl«Tyr01aCy«Sar 

505 GGAGGTGGTTGGTGTGGGCCCTGTTACGATAAAGCTGTTCACTCCTCGACAACGGGAGCTAGT 
169*CXyQXyOXyTrpCyaOXyProCyaTyrAapLyaAXaV«XKia»arSarThrThraXyAXa3«r 

568 GAAGGGGGCCGGTGCAACCCCTTGATCTTGCAATTTACCCAAAAOT 

190* QXuClyQXyArgCyaAanProLauIXaLauOXnPhaThraXnLyaQXyArgOXiiThrSarTrp 

631 GATGGACCTAAGTCATGGGGGCTACGACTATACCGTTCAGGATATGACCCTATAGCCCTGTTC 
213> AapOlyproLysSarTrpaXyLauArgLauTyrArgSaraXyTyrAapProIlaAXaLftuPti* 

694 TCGGTATCCCGGCAAGTAATGACCATTACGCCGCCTCAGGCCATGGGACCAAATCTAGTCCTG 
232* S.rValSarArgOlnValMatThrllaThrProProOlnAlaMatOlyProAanLauValLau 

757 CCTGATCAAAAACCCCCATCCAGGCAATCTCAAATAGAGTCCCGAGTAACACCTCACCATTCC 
253 ► ProAapGlnLyaProProSarArgOXnlaraXaXXaGluJairArgValThrProKiaHiasar 

820 CAAGGCAACGGAGGCACCCCAGGTGTAACTCTTGTTAATGCCTCCATTGCCCCTCTACGTACC 
274* GlnGXyAanOXyOXyThrProOlyValThrLattValA«nAl*SartlaAl*PraLauArgThr 

883 CCTGTC ACC CCC GC AAGTC CC AAAC GTATAGGGACC GGAAATAGGTTAAT AAATTT AGTGC AA 
29S> ProVairfcrProAlA3arProLyBArgIlaOlyThrGlyAanArgLauIl«AanL»uVaiain 

946 GGGACATACCTAGCCTTAAATGCCACCGACCCCAACAAAACTAAAGACTGTTGGCTCTGCCTG 
316* GlyThrTyrL«uAl*L«uA#nAl*ThrA«pProA»aLy«ThrI*y»A«pCy«TrpL«uCy»L«u 

1009 GTTTCTCGACCACCTTATTACGAAGGGATTGCAATCTTAGGTAACTACAGCAACCAAACAAAC 
337* v%l3arArgProProTyrTyrGluaXyILaAX*XXaLau01yAatiTyrSarAanOlriThrAan 

1072 CCCTCCCCATCCTGCCTATCTACTCCGCAACATAAGC7AACTATATCTGAGGTGTCAGGGCAA 
353* Pros«rProSarCyaLauSarThrProQlaHiaLyaL«uThrIlaSar01uVals*rGlyain. 

U35 GGACTGTGCATAGGGACTGTTCCTAAGACCCACCAGGCTTTGTGCAATAAGACACAACAGGGA 
379* GlyLauCyaii«GlyThrVaXPro&y«ThrHiaGXnAl4L«uCyaAan!*yaThrGXncXiiGXy 

1193 CATACAGGGGCTCACTATCTAGCCGCCCCCAATGGCACCTATTGGGCCTGTAACACTGGACTC 
40G* HisThrGlyAiaHi«Tyrt.«ttAXAAXaProA«nGXyThrTyrTrpAX*Cy«A«nThcCXyt.«u 
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1261 ACCCCATCC ATTTCCATGGCAGTGCTCAATTGGACCTCTGATTTTTGTGTCTTAATCG AATTA 
421>ThrProCy«ll«S«rM«tAl*VAlI»«uA«nTrpThrS*rA«pPh«Cy.ValL*utl«ciuL«u 

1324 TGGCCC AGAGTGACCTACCATCAACCCGAATACATTTACACACATTTCGACAAAGCTGTCAGG 
442^TrpProArgVAlThrTyrHi«olnProcluTyrH*TyrThrm«Ph«A«pLy«Al*V*lArg 

1387 TTCCGAAGAGAACCAATATCACTAACCGTTGCCCTTATAATGGGAGGACTCACTGTAGGGGGC 
463 ► PhttArgArgCluProll«s«rL«uThrVaIAlftL«uIl«M*t01yGlyL«uThrV«lGlyGly 

1450 ATAGCCGCGGGGGTCGGAACAGGGACTAAAGCCCTCCTTGAAACAGCCCAGTTCAGACAACTA 
484» tLaAl*AlaGlyValQlyThcGlyThrLy»Al*L«uL«u01uThrAlaGLaPfc«ArgGinL«u 

1513 CAAATGGCTATGCACGCAGACATCCAGGCCCTAGAAGAGTCAATTAGTGCCTTAGAAAAATCC 
505^ 01nM*tAl*M«cHl«Al*A»ptl«GlnAlaL«tt01u01uS«rIl*S«rAl*L«uGluLy»S«r 

1576 CTGACCTCCCTCTCCGAGGTAGTCTTACAAAATAGACGGGGCCTAGATATTCTGTTCTTACAA 
S26^ L«utbr3«rL«u3«raluVAlValL«uGlziA«nArgArgGlyL*uABpri«li*uPh«Lauain 

1639 AAGGGAGGGCTCTGTGCCGCCTTAAAGGAAGAATGCTGCTTCTATGCAGATCACACCGGACTC 
547* LyB01yGlyi>*uCy»Al&AlaL*uLyaQlu01uCyflCyaffh*TyrAlaA«pHlaThrOlyLttu 

1702 GTCAGAGACAATATGGCTAAATTAAGAGAAAGACTGAAACAGCGACAACAACTGTTTGACTCC 
568^ V*lArgA«pAanM«tAl*Ly*L*ttArg01aArgL«uLy«GlaArgGln01aL*uPh«A»ps«i: 

1765 CAACAGGGATGGTTTGAAGGATGGTTCAACAAGTCCCCCTGGTTTACAACCCTAATTTCCTCC 
589^ 01nainaiyTrpPh«01u01yTrpPh«A«nLy«««rProTrpPb*ThrThrL«uIl«fl*r3«r 

1828 ATTATAGGCCCCTTACTAATCCTACTCCTAATTCTCCTCTTCGGCCCATGCATCCTTAACCGA 
610> Il«Il«GlyProL«ttL«uIl*L%uI»«ttL«ttIl«L«ttL«uPh«01yProCy3Il4L«uA«nArg 

1391 TTAGTGCAATTCGTAAAAGACAGAATATCTGTGGTACAAGCCT^ 

631^ L«uValGlnPh«V*lLy«A«pArgIl«JarVmlV*iainAl*L«aIl*L«uThr01naiaTyr 

1954 CAACAGATACAGCAATATGATCCGGACCGACCATGA 
652^ GlnGlnil«oiaOlnTyrA«pProAflpArgPro« • • 
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l ATG7CTGGAGCCTCTAGTGGGACAGCCATTGGGGCTCATCTGTTTGGGGTCTCACCTGAATAC 
\> MetSei;GXyAXaSttrS«rGlyThrAlaIXaClyAXaHlsLeuPh«GlyValSerProCXuTyr 

*A A Z 3GTGTTG ATCGGAGACGAGGGAGCCGGACCCTCAAGGTCTCTTTCTGAGGTTTCATTTTCG 
22 ► ArgValLeuIl«CXyA*pCXuCXyAXaGXyProSarArgS«rLauSarCluVaXS«rPh*S«r 

127 GTTTGGTACCAAAGACGCGCGGCACGTCTTGTCATTTTTTGTCTGGTTGCGTCTTTTCTTGTC 
43 ► ValTrpTyrGXnArgArgAXaAXaArgLauVaXIX«Ph«Cy«L«uV»XAXaS*rPhaL«uVaX 

190 CCTTGTCTAACCTTTTTAATTGCAGAAACCGTCATGGGCCAAACTATAACTACCCCCTTAAGC 
64 ► ProCy«L»uThrPfc«L«urXaAXaCXuThrVaXHatGlyOXnThrIX«ThrThrProL«uS«r 

253 CTCACCCTTGATCACTGGTCTGAAGTCCGGGCACGAGCCCATAATCAAGGTGTCGAGGTCCGG 
35> LeuThrLauA«pRl«TrpS»rOXuVaXArgAXaArgAXaHi«AanCXnCXyVaXGXuVaXArg 

3 15 AAAAAGAAATGGATTACCTTATGTGAGGCCGAATGGGTGATGATGAATGTGGGCTGGCCCCGA 
106 ► Ly«Ly«Ly»TrpIlaThrL*uCy»aXuAXaaXuTrpVaXM«tM«tA«nVaXQXyTrpProArg 

379 GAAGGAACTTTTTCTCTTGATAGCATTTCCCAGGTTGAAAAGAAGATCTTCGCCCCGGGACCA 
127^GXuOXyTfcrPh«S«rIiauAapSarIX«SarOXnVaXOXuLy«I»y«IXaPh«AXaProOXyPro 

442 TATGGACACCCCGACCAAGTTCCTTACATTACTACATGGAGATCCTTAGCCACAGACCCCCCT 
l48^TyrOXyHi*ProA«pOXnV*lProTyrIX«thrThrTrpArgS«rL*uAX*THrABpProPro 

505 TCGTGGGTTCGTCCGTTCCTACCCCCTCCCAAACCTCCCACACCCCTCCCTCJ»ACCTCTTTCG 
169> S«rTtpV*XArgfroPh«L«uProPtoPtoLyi?roProThrProL«uPtoOlix>roUttS*r 

568 CCGCAGCCCTCCGCCCCTCTTACCTCTTCCCTCTACCCCGTTCTCCCCAAGCCAGACCCCCCC 
190> proOXn»roa«rAl*ProL«uThr8«rS#rL*ttTyrProVaXI.«ttProIiy«ProA«pProPro 

631 AAACCGCCTGTGTT ACCGCCTG ATCCTTCTTCCCCTTTAATTGATCTCTTAAC AGAAGAGCCA 
211* Uy»ProProValX»«u»roProA«pPro««l«eProL#ttIl«A«pL*uL«tttbr01tt01u»ro 

694 CCTCCCTATCCGGGGGGTCACGGGCCACCGCCATCAGGTCCTAGGACCCCAACCGCTTCCCCG 
232» ProProTyrProOXyaXyHi«QXyProProProi«x01yProArgTter»roTtorAlaS«rPro 

7S7 ATTGCAAGCCGGCTAAGGGAACGACGAGAAAACCCTGCTGAAGAATCGCAAGCCCTCCCCTTG 
253^ HaAlaS«rArgL«aArgaiuArgArgGXuA»nProAXaOluOXuS«r0XnAXAL»uProL«a 

820 AGGGAAGGCCCCAACAACCGACCCCAGTATTGGCCATTCTCAGCTTCAGACTTGTATAACTGG 
274>ArgaXttOXyProA«nA«BArg»roOXnTyrTrpProPl»«S«rAlas«rA«pL«uTyrA«aTrp 

833 AAGTCGCATAACCCCCCTTTCTCCCAAGATCCAGTGGCCCTAACTAACCTAATTGAGTCCATT 
295^Ly«SarHi«A«nProProPhaS«c01nA«pProValAXaI.*uThrA«nL«ttIl«aiuS«rIX« 

946 TTAGTGACGCATCAACCAACCTGGGACGACTGCCAGCAGCTCTTGCAGGCACTCCTGACAGGC 
316>LauVaXThrHi*aXnProThrTrpA«pA«pCy«GXnOXnL«uL«ttCXiiAlAL«uL«uThrOXy 

1009 GAAGAAAGGCAAAGGGTCCTTCTTGAGGCCCGAAAGCAGGTTCCAGGCGAGGACGGACGGCCA 
337>GXuGXuArgQXnArgVaXLauL«uOXuAXaA*gLy«OXnVaXProOXycXuA*paXyArgPro 

1072 ACCCAACTACCCAATGTCATTGACGAGACTTTCCCCTTGACCCGTCCCAACTGGGATTTTGCT 
35o^ThrGXnL«uProA«nVaXIX«A»pOXuThrPh«ProL«uThrArgProA«ciTrpA»pPh«AXa 

U35 ACGCCGGCAGGTAGGGAGCACCTACGCCTTTATCGCCAGTTGCTATTAGCGGGTCTCCGCGGG 
379* ThrProAXaGXyArgCXuHt«L«uArgLauTyrArgGXnLauL«uLauAXaCXyL«uArgCXy 
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i 193 CCTGCAAGACGCCCCACT AATTTGGCACAGGTAAAGCAGGTTGTACAAGGCAAAGAGCAAACG 
400 ► AlaAlaArgArgProThrA»nL*uAlaClnV*lLy»CXnValValcinClyLy«CluGluThr 

125 1 CCAGCAGC ATTTTTAGAAAGATTAAAAGAGGCTTATAGAATGTACACTCCCTATGACCCTGAG 
42 1 ► ProAlaAlaPh«L«uCluArgL«uLy«CluAiaTyrArgMaCTyr:rhrProTyrA«pProGlu 

1324 GACCCAGGGCAAGCGGCTAGTGTTATCCTATCCTTTATATACCAGTCTAGCCCAGATATAAGA 
442* AspProClyGlnAlaAl&SarValXlaLauSarPhallaTyrOlnSaxrSerProAapXlaArg 

1337 AATAAGTTACAAAGGCTAGAAGGCCTACAAGGGTTCACCCTATCTGATCTCCTAAAAGAGGCA 
463 ► AanLyBLauGlnArgLauGluGlyLauGlnGlyPhaThrLauSarAapLauLauLy «GluAla 

1450 G AAAAG AT AT AC AAC AAAAGGGAG ACCCC AG AGG AAAGGGAAG AAAGATT ATGGC AGCG AC AG 
484>GXuLy«XX«TyrAanLy«ArgGXuThrProaiuGXuArgQXuOXuArgL«uTrpGXaArgCln 

1513 GAAGAAAGAGATAAAAAGCGCCACAAGGAGATGACTAAAGTTCTGGCCACAGTAGTTGCTCAG 
505^ GlucluArgA«pLy«LyaArgHl«Ly»OluMatThrt,y»ValLauAlaTlxrValValAlaGin 

L 576 AATAGAGATAAGGATAGAG AAGAAAGTAAACTGGGGGATCAAAGGAAAATACCTCTGGGGAAA 
526* AarvArgA«pLyaA«pArgOlu01uSarLy«LauGlyAapOlnArgLy«HaProLau01yLy» 

1639 GACCAGTGTGCCTATTGCAAGGAAAAGGGGCATTGGGTTCGCGATTGCCCCAAACGACCCAGG 
547* AapGlnCyaAlaTyrCy aLyaGluLyaGXyHiiTrpValArgAapCyaProfcyaArgProArg 

1702 AAGAAACCCGCC AACTCC ACTCTCCTCAACTTAGGAGATTAGGAGAGTCAGGGCCAGGACC CC 
568* Lya£,yaProAlaAanS«rThrI*auL«tsAanL«uQXyAflp • • • 

l^GlullaArgArgValArgAlaArgTlirPr 

1765 CCCCCCTGAGCCCAGGATAACCITAAAAATAGGGGGGCAACCGGTGACTTTTCTGGTGGAC 

10* oProProQluProArgllaThrLauLyallaOlyOlyGlnProValThrPhaLauValAapTh 
1828 GGGAGCCCAGCACTCAGTACTGACTCGACCAGATGGACCTCTCAGTGACCGCACAGCCCTGGT 

31> rClyAlaGlnHl»SarValLauThrArgProAapOlyProLauaarA«pArgThrAlaI/«uVa 
189 1 GCAAGGAGCCACGGGAAGCAAAAACTACCGGTGGACCACCGACAGGAGGGTACAACTGGCAAC 

52* lClnOlyAlaThrQlySarLyaAanTyrArgTrpTbrThrAapArgArgValOlnLauAlaTb 
1954 CGGTAAGGTGACTCATTCTTTTTTATATGTACCTGAATGTCCCTACCCGTTATTAGGGAGAGA 

73> cGlyLyaValThrHi«d«rPh«0«uTyrValPro0luCyaProTyrP7oLauL«uGlyArgA* 
2017 CCT ATT AACTAAACTTAAGGCCCAAATCCATTTTACCGGAGAAGGGGCTAATGTTGTTGGGCC 

94 ► pL«\iLauThrLyiLauLy»AlaOlnrieHl«PhaThrOlyQluGlyAlaA«ixValValGlyPr 
2080 C AGGGGTTTACCCCTACAAGTCCTTACTTTAC AATTAGAAGAGGAGTATCGGCTATTTGAGCC 
115> oArgGlyLttuProltauGlnValLauThrL«uGlnt«auGluGluGluTyrAcgLauPh«GluPr 
2 14 3 AGAAAGTACACAAAAACAGGAGATGGACACTTGGCTTAAAAACTTTCCCCAGGCGTGGGCAGA 

136> oGluSacThr01nI*y«GlaCluM«tA«pThrTrpLaul.y«A«nPhaProGlnAlaTrpAlaGl 
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"206 ^CAGGAGGTATGGGAATGGCTCATTGTCAAGCCCCCGTTCTCATTCAACTTAAGGCTACTGC 
IST^uThrGlyGlyHetGXyMatAXaHiaCyiaXaAXaProVaXLauIXaGXnLeuLyaAlaThrAX 

2269 CACTCCAATCTCCATCCGACAGTATCCTATGCCCCATGAAGCGTACCAGGGAATTAAGCCTCA 
178 ► aThrProIlaSariXaArgGXnTyrProMatPro»i«CXuAXaTyrOXnGlylXaLy«ProHi 

2332 T ATAAG AAG AATGCTAG ATCAAGGCATC CTC AAGCC CTGCC AGTCCCC ATGG AAT AC ACCC TT 
199^ 8llttArgArgHAtL«uAspQlnGlyIl«L«uLy«ProCysGlziS«rProTrpA«AThrprot»0 

2 195 ATTACCTGTTAAGAAGCCAGGGACCGAGGATTACAGACCAGTGCAGG ACTTAAGAGAAGTAAA 
220^ub«uProV&XLysLysProGXyThraXuA«pTyrArgProVaXGXnA«pb«uArgOXuVaXAs 

2458 CAAAAGAGTAGAAGACATCCATCCTACTGTGCCAAATCCATATAACCTCCTTAGCACCCTCCC 
241^ nLy*ArgValoXuAapIX*HiaProThrVaXProA«nProTyrA»nbauLau3arThrLauPr 

2521 GCCGTCTCACCCTTGGTACACTGTCCTAGATTTAA 
262* 0Pro9arHi«Pr0TrpTyrTbrVaXLauA«pLauLyaA«pAXaPhaPhaCyaL«uArgLauHl 

2584 CTCTGAGAGTC AGTTACTTTTTGCATTTGAATGGAGAGATCCAGAAATAGGACT 
283* •SaraXusaraXoLauLauPhaAlaPhaaXuTrpArgAapProOXuIXaaXyLauSaroXyaX 

2647 ACTAACCTGGACACGCCTTCCTCAGGGGTTCAAGAATAGCCCCACCCTATTTGATGAGGCCCT 
304^nL«uThz:TrpTbrAraL«uProaXaGXyPh*LytA*aS«rProThrL«uPhttA«pGXuAX«L* 

2710 GCACTCAGACCTGGCCGATTTCAGGGTAAGGTACCCGGCTCTAGTCCT 
325>uHi»3arAapLauAlaAapPhaArgVaXArgTyrProAXaLaaVaXLattLattOXnTyrValA« 

2773 TGACCTCTTGCTGGCTGCGGCAACCAGGACTGAATGCCTGGAAGGGACTAAGGCACTC 
346> pA«pLauLauLauAlaAXaAXaThrArgThrOXuCyaLauOXuGlyThrLyaAlaLauL«uQl 

2336 G ACTTTGGGC AAT AAGGG GT ACCG AGC CTCTGGAAAG AAGGC CC AAATTTGC CTGC AAG AAGT 
367>uThrLauaiyAanLyaoXyTyrArgAlaSarGXyt.yaLyaAlaOXnIXaCyaLau01nQXuVa 

2399 CACATACCTGGGGTACTCTTTAAAAGATGGCCAAAGGTGGCTTACCAAAGCTCGGAAAGAAGC 
388* lThrTyrL«uCXyTyrsarli«uLy«A*p01yOXnArgTrpLauThrLyBAX*ArgLy«aXuAl 

2962 CATCCTATCCATCCCTGTGCCTAAAAACCCACGACAAGTGAGAGAGTTCCTTGGAACTGCAG 
409* aXXaL«uSarIX«ProVaXProl.yaA*nProArgGXnVaXArgGXuPhaLauGXyThrAXa 
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